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摘要  采用基于核磁共振(NMR)的代谢组学方法, 结合生化指标分析及组织病理学检测, 研究了具有类胰岛素活性的
硫酸氧钒(VOSO4)对Wistar大鼠的毒性作用. 通过不同剂量的 VOSO4对Wistar大鼠连续灌胃给药 16 d, 收集大鼠的血
清和尿液, 并采集样品的 1H NMR 谱进行多变量数据统计分析来辨识其特征代谢物, 然后采用 TICL (a web Tool for 
automatic Interpretation of Compound List)方法建立特征代谢物的代谢网络模型, 分析受影响的主要代谢途径及其相互
关系. 研究结果表明: 高剂量组(45 mg/kg)和低剂量组(15 mg/kg)的特征代谢物含量与对照组存在明显的差异; 与对照
组相比, 高剂量和低剂量组血清中乳酸、肌氨酸酐以及牛磺酸等代谢物的含量增加, 尿液中氧化三甲胺(TMAO)、肌酐、
牛磺酸和甘氨酸等代谢物的含量增加, 并呈现显著的剂量依赖关系; 给药组中乙酸和琥珀酸的含量都降低. 这些结果
说明 VOSO4可能影响大鼠体内的糖代谢、脂类代谢及肠道菌群代谢等多个代谢系统, 高剂量的 VOSO4会导致肝脏毒
性和肾脏损伤.  
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Abstract  NMR-Based metabonomics combined with clinical biochemical analysis and histopathological 
examination was applied to investigate the toxicity effects of vanadyl sulfate with insulin-like activity in 
male Wistar rats. Male Wistar rats were administrated with VOSO4 at doses of 15 and 45 mg/kg body weight 
by intragastric administration for 16 d. Urine and serum samples were collected and analyzed by 
1
H NMR 
experiment. Multivariate analyses were employed to identify the characteristic metabolites for the toxicity 
effects of vanadyl sulfate. Then the metabolic networks of these characteristic metabolites were built up us-
ing TICL (a web Tool for automatic Interpretation of Compound List). The relationship between the charac-
teristic metabolites and the main matebolic pathways perturbed were analyzed and discussed. The differ-
ences of metabolic profiles were examined among high-dose (45 mg/kg), low-dose (15 mg/kg) of VOSO4 
and control groups. Compared to the control group, increased levels of lactate, creatinine and taurine in se-
rum and increased excretion of trymethylamine-N2-oxide, creatinine, taurine and glycine in urine were found 
in both high- and low-dose groups which showed an obvious dose-dependent relationship. On the other 
hand, the concentration of acetate and succinate were decreased in both serum and urine samples of dosed 
groups. These results indicate that VOSO4 have disturbed the carbohydrate metabolism, lipid metabolism 
and gut microflora and the high-dosage of VOSO4 may cause liver and kidney injury. 
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物效应, 具有明显的优势[15,16].  
核磁共振(Nuclear Magnetic Resonance, NMR)以其
无创性、无偏向性及高通量等优点成为代谢组学的最主
要分析手段之一. 我们应用基于 NMR的代谢组学方法, 
考察不同剂量 VOSO4 作用下大鼠代谢表型差异, 探索
与 VOSO4 毒性作用相关的特征代谢物, 并结合生化指
标和组织病理学观察, 研究 VOSO4 在大鼠体内的生物
效应. 此外, 我们还采用 TICL (a web Tool for automatic 
Interpretation of Compound List)方法, 建立了受 VOSO4
作用干扰显著的代谢子网络模型, 分析 VOSO4 毒性的
作用机制.  
1  材料和方法 
1.1  动物实验和样品收集 
动物实验在厦门大学动物实验中心进行. 采用厦门
大学动物实验中心提供的 15 只雄性 Wistar 大鼠(体重
200～250 g), 同批饲养 7 d之后, 按体重随机分为 3组, 
即: 对照组、低剂量组(15 mg/kg VOSO4)和高剂量组(45 
mg/kg VOSO4), 每组 5只. VOSO4(购自 Sigma公司)用
0.9%的生理盐水稀释, 每天灌胃给药, 连续给药 16 d; 
对照组则用 0.9%的生理盐水灌胃. 饲养室光照 12 h, 黑
暗 12 h, 室温(25±3) ℃, 相对湿度 50%±10%, 并让动
物自由摄食饮水.  
VOSO4给药16 d后, 用代谢笼收集各组大鼠的24 h
尿液(加 1% NaN3水溶液作为防腐剂). 尿样经离心(6000 
r/min, 4 ℃下离心 10 min)后取上清液, 置于－20 ℃冰
箱保存, 直至 NMR 实验. 动物实验结束时, 处死大鼠, 
取血液、肝脏和肾脏组织. 收集血液样品时, 采用抗凝
管与非抗凝管分别收集大鼠血液.  取非抗凝管中血液
样品(没有加抗凝剂)经离心(6000 r/min, 4 ℃下离心 15 
min)后取上层血清 , 置于－80 ℃冰箱中保存 , 直至
NMR 实验. 取抗凝管中的血液样品做血浆生化指标分
析之用. 肝肾脏组织则用于组织病理切片观察.  







Package for the Social Science, SPSS) V13.0对各组结果
进行统计分析. 另外, 取部分肝脏和肾脏组织浸泡于
10%福尔马林中. 经常规切片和 HE (hematoxylin-eosin)
染色后, 用显微镜进行组织病理学观察.  
1.3  血清和尿液的核磁共振检测 
配制尿液样品时, 取400 μL尿样, 加入200 μL磷酸
缓冲液(0.2 mol•L
－1 Na2HPO4/NaH2PO4, pH＝7.0, 99.9% 
D2O)混合, 以消除因 pH变化所引起谱图化学位移漂移, 
并加入 DSS (2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonic acid)
作为化学位移内标. 样品液移入 5 mm NMR 样品管. 
NMR实验在 Varian NMR System 500 MHz谱仪上进行. 
1H NMR实验脉冲序列为采用预饱和方式抑制水峰的标
准一维脉冲序列. 实验温度为 300 K, 谱宽 5000 Hz, 累
加次数 128次, 采样点数 5000.  
配制血清样品时, 取 400 μL血清加入 200 μL磷酸
缓冲液(0.2 mol•L
－1 Na2HPO4/NaH2PO4, pH＝7.4, 99.9% 
D2O)以消除 pH 变化导致谱图化学位移的偏差, 加入
DSS作为化学位移内标. 血清中同时含有大分子和小分
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采用一维 CPMG 序列[17], 并用预饱和方式来抑制水峰. 
实验温度 300 K, 谱宽 5000 Hz, 累加次数 128次, 采样
点数 4000.  




FID 数据均末尾充零至 8000, 再进行快速傅里叶变换, 
傅里叶变换时不进行线性增宽. 用自编软件对谱图进行
手工的谱峰对齐、分段积分、数据归一化等预处理. 其中, 
血清样品分析 δ 0.5～4.5 区间内的数据, 采用 Δδ＝0.04
的等间隔积分, 得到数据矩阵; 尿液样品分析 δ 0.5～   
8.5区间内的数据, 并去除残余水峰(δ 4.6～5.0)和尿素峰
(δ 5.5～6.2), 采用 Δδ＝0.04 的等间隔积分, 得到数据矩
阵. 多元统计分析之前, 先采用面归一(constant sum)和
中心化(mean-centering)方法分别对矩阵的行和列进行预
处理.  












对各项指标进行单变量 t检验, 发现给药组中 CRE
的含量显著升高, 血液中 CRE 含量的升高表明可能导




高剂量的 VOSO4可能导致了一定肝脏和肾脏毒性.  
此外, 对各剂量组与对照组进行肝脏和肾脏的组织
病理学检查, 均未观察到明显病理特征改变(病理切片
图未给出). 这说明了 VOSO4 给药后并未导致实质性的
肝脏和肾脏毒理损伤. 这可能是由于 VOSO4 先引起肝
脏和肾脏分子代谢层面的变化, 暂时还没有导致组织的






3  基于 NMR 的代谢组学方法评价 
为了进一步研究 VOSO4 的毒性及其作用机理, 我
们采用基于 NMR 的代谢组学方法, 对大鼠血清和尿液
中的小分子代谢物进行分析. 分别采集给药 16 d后对照
组、低剂量组和高剂量组大鼠的尿液和血清样品, 获得
其 1H NMR 的波谱信息, 然后利用多元统计方法分析
VOSO4 所导致的内源性代谢产物的改变, 以此进一步
研究 VOSO4的毒性机制. 其中, 尿液样品 NMR谱的初
步分析结果已在 BMEI2008会议中报道, 见文献[15]. 
表 1  各实验组大鼠的相关生化参数 
Table 1  Physiological and biochemical parameters of the rats 
VOSO4 
Parameter Control 
15 mg/kg 45 mg/kg 
Rate of body weight gained/% 22.6±1.1 16.6±1.8** 9.6±7.1** 
Liver index/% 2.72±0.14 2.80±0.14 3.01±0.28 
Renal index/% 0.37±0.01 0.34±0.03 0.38±0.02 
ALT/(U•L
－1) 34.1±8.9 28.8±2.5 35.2±6.8 
AST/(U•L
－1) 115.0±8.4 107.9±14.7 137.7±28.6 
TP/(g•L
－1) 76.9±0.1 73.2±1.3 73.6±3.8 
ALB/(g•L
－1) 35.8±0.6 35.5±0.3 35.2±0.7 
ALP/(U•L
－1) 170.5±14.8 146.6±10.9 175.7±14.7 
UREA/(mmol•L
－1) 6.4±0.1 5.8±0.4 5.9±0.5 
CRE/(μmol•L－1) 65.2±6.4 84.2±4.8** 76.4±8.6* 
UA/(μmol•L－1) 131.5±26.2 124.0±22.5 152.8±34.0 
Values are expressed as means ±SD (n＝5); *: p＜0.05 for significant difference from control group; **: p＜0.001 for significant difference from control group.  
 




H NMR 谱的 PCA 分析 
对大鼠尿液的 1H NMR 谱进行主成分分析(PCA), 
结果如图 1 所示 . 从图中可见 , 低剂量组(15 mg/kg 
VOSO4)和高剂量组(45 mg/kg VOSO4)均与对照组有明
显的差异, 而且这种差异具有一定的剂量依赖性.  
 
图 1  各实验组大鼠尿液的 1H NMR谱的 PCA得分图 
Figure 1  PCA score plots derived from 1H NMR spectra of 
urine samples  
Control (■), 15 mg/kg body weight VOSO4-treated (▼), and 45 mg/kg body 
weight VOSO4-treated (●) groups 
进一步分析可得: 引起不同组分样本分布差异的特
征代谢物如表 2 所示. 与对照组相比, 随着给药剂量的
升高, 大鼠尿液中丙氨酸、氧化三甲胺(trymethylamine- 
表 2  各剂量组大鼠尿液中代谢物的变化 a 




Chemical shift (δ) and 
multiplicity 15 mg/kg 45 mg/kg
Lactate 1.33 (d), 4.12(q) ↑ — 
Alanine 1.48 (d) ↑↑ ↑ 
Acetate 1.93 (s) ↓ ↓↓ 
Succinate 2.42 (s) ↓ ↓ 
Glycoprotein 2.04(s) ↑ ↑↑ 
DMA 2.70 (s) ↑ ↑↑ 
DMG 2.98 (s) ↑ ↑ 
Creatinine 4.05 (s), 3.05 (s) ↑ ↑↑ 
TMAO 3.26 (s) ↑ ↑↑ 
Taurine 3.43 (t), 3.26 (t) ↑ ↑↑ 
Glycine 3.57 (s) ↑ ↑↑ 
Glucose 3.5～4.0 (m) ↑ ↑↑ 
Phenylalanine 7.35 (m), 7.42 (m) — ↑ 
Hippurate 7.73 (d), 7.64 (t), 7.55 (t) — ↑ 
a 
Abbreviations and keys: s, singlet; d, double; t, triplet; m, complex multiplet. 
—, not detectably different from control level; ↑, detectable elevation from 
control levels; ↓, detectable reduction from the control levels; ↑↑, obviously 







H NMR 谱的 PCA 分析 
对大鼠血清 1H NMR谱进行 PCA分析的结果如图 2
所示. 其中, 高剂量组中编号为 11的样本点偏离其他样
本较远. 查看谱图发现, 11 号样本的信噪比较差, 可能
是样品比较稀引起的. 将所有样本作为一个集合进行统
计检验, 发现 11号样本处于 95%置信区间内, 不能当作
离群点处理, 而且考虑到样本数较少, 仍保留此样本.  
 
图 2  各实验组大鼠血清的 1H NMR谱的 PCA得分图 
Figure 2  PCA score plots derived from 1H NMR spectra of 
serum samples 
Control (●), 15 mg/kg body weight VOSO4-treated (▼), and 45 mg/kg body 
weight VOSO4-treated (■) groups 
图 2 表明对照组和给药组具有比较明显的差异, 这
表明了给药组的内源性代谢发生了明显的改变. 但给药













乙酸则是短链脂肪酸氧化的产物, 即:  
乙酰乙酸＋乙酰辅酶 A→乙酰乙酰辅酶 A＋乙酸 
 














萄糖含量却反而升高, 这可能是由于 VOSO4 导致肾脏
的损伤, 造成了肾小管对葡萄糖重吸收能力的降低所















一个标志[28]. 在高剂量组中, 随着剂量的升高, 牛磺酸
和肌酐的含量进一步升高, 说明了随着 VOSO4 给药的





乱. 这也进一步表明了 VOSO4对胃肠道的毒性作用.  
















代谢机制的研究提供了一个新的视角. 将 TICL 应用于
本研究项目中, 综合血清和尿液NMR谱中发现的 13种
特征代谢物(糖蛋白是一类物质, 而不是一个特定的代
谢物, 需排除), 将其输入 TICL中. TICL可返回 8个“富
集子网络”模型, 如表 3所示.  
表 3  输入VOSO4给药组和控制组显著增加或降低的 13种化
合物后, TICL返回的“富集子网络”定量分析报告 
Table 3  Quantitative report “Enriched subnetworks” returned 
by TICL after the submission of 13 compounds with significantly 





Number of input 
compounds 
pValue
Model 1 1 2 ＜0.14
Model 2 2 6 ＜0.01
Model 3 3 11 ＜0.01
Model 4 4 12 ＜0.01
Model 5 5 13 ＜0.01
Model 6 6 13 ＜0.01
Model 7 7 13 ＜0.01
Model 8 8 13 ＜0.01
 
我们以模型 3(也表示为模型D3)的代谢子网络(图 3)
为例说明 TICL 所返回的报表中各个项目的含义. 代谢
子网络以化合物为节点, 每个模型所包含化合物的数







到. 如果最大距离为 2, 表示最多需两步反应, 依次类
推. 若用 p 值表示这个代谢子网络模型的可信度, 则 p
值越小可信度越高[31].  
通常可以选一个包含输入特征代谢物数量多、最大
距离小、同时 p 值小的子网络模型进行深入分析. 如表
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3 中的模型 3, 该代谢子网络模型中包含了 VOSO4给药
后引起机体内显著变化 11 种特征代谢物, 其中任意两
种代谢物之间反应的最大距离为 3, 且该模型的可信度
大于 99%, 如图 3所示.  
 
图 3  表 3中模型 3的代谢子网络示意图 
Figure 3  Visualization of the inferred network of model D3 
mentioned in Table 3 
Boxes are compounds from the input list, and circles are intermediate com-
pounds. Colors are used to specify canonical KEGG metabolic pathways 




表 4  给药组中大鼠体内主要受扰动的代谢途径 
Table 4  Summary of metabolic pathways perturbed of VOSO4- 





Methane metabolism DMA, TMAO ↑ 
Taurine and hypotaurine metabolism Taurine ↑ 
Alkaloid biosynthesis II Phenylalanine ↑ 
Lysine degradation Glycine, Acetate — 
Phenylalanine metabolism Hippurate ↑ 
Citrate cycle Succinate ↓ 
a
 Abbreviations and keys: ↑, elevation from control levels; ↓, reduction from 
the control levels; — , no apparent tendency from control level; DMA, 


























NMR 波谱, 进行多元统计分析, 获取相应的代谢系统
差异信息. 同时结合 TICL 这一新的代谢网络分析方法, 
建立受影响的代谢子网络模型, 以此分析 VOSO4 对大





方法相比, 基于 NMR 的代谢组学分析方法是从整体上
分析 VOSO4 所产生的生物效应, 充分反应了代谢通路
的网络关系, 比单一靶标方法具有更好的一致性和预见
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